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腫瘍関連抗原と して の 多剤耐性遺伝子産物 P 糖蛋白 に 対す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 M R K1 6 は, マ ウ ス を 用 い た 動
物実験 で ! 単独投与に よ り P 糖蛋白強発現 ヒ ト卵巣癌細胞株 2780A D の 生体内で の 腫瘍増殖 を抑制す る こ とが 知 られて い る .
本研究で は ク ー ゲ テ ィ ン グ に用 い た抗腫瘍モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が腫瘍局所で エ フ ェ ク タ ー 細胞を 効率 よ く活性化でき, 抗腫瘍
免疫効果 を さ らに 増強 させ る こ と を 目的と して , ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン IgClの 可変儲域を M R K1 6の 可変領域 で置換 した マ ウ ス
ー ヒ ト キ メ ラ 抗体と , サ イ ト カ イ ン 分子の イ ン タ ー ロ イ キ ン 2ー(interle ukin-2,Ⅰし2), イ ン タ ー ロ イ キ ン ー4(interle ukin-4), 顆粒
球 - マ ク ロ フ ァ ー ジ ー コ ロ ニ ー 刺激因子(gr a n ulocyte-m aCr OPhage colo ny-Stim ulatingfa ctor, G M-C S F)を 遺伝子工学的手法で
結合させ , 3種類の 新 しい サ イ ト カ イ ン 融合抗体を作成 した . こ れ らの 融合蛋白は い ずれも抗体と しての 特異的抗原結合能を
維持 し, か つ , サ イ トカ イ ン 分子 と して の 活性も保持 して い た . IL-2,IL-4 融合抗体ほ観換え体 Ⅰし2 と比較 して比活性が減弱
して い た が , G M-C F融合抗体ほ敵換 え体 GM-CS F と同等り比活性 を維持 して い た . 比活性 の 減弱は抗体分子と の 結合に伴
う , サ イ ト カ イ ン 分子 の 高次構造の 変化に よ る可 能性が 示唆 され た . 試験管内の で 抗腫瘍活性を調べ た 結乳 3種類 の サ イ ト
カ イ ン 融合キ メ ラ 抗体 は い ずれ も抗体依存性細胞傷害性 (a ntibody-depe nde nt c e11ular cytoto xicity, A D C C) 活性を保持 して お
り , 作動 細胞/標的細胞比(effe ctor/targetr atio, E/T 比) 依存性をこ 細 胞傷害活性 の 増強効果 を 示 し た . IL-2 お よ び ,
G M-CS F融合抗体 は対照と した サ イ ト カ イ ン を 結合して い な い キ メ ラ 抗体 と比較 し て傷害活性 の 増強効果 を認め た が , IL 4
融合抗体の 細胞傷害活性は対照キ メ ラ 抗体と比較 して 有意な差を認め な か っ た . 生体内で の 腫瘍移植実験で , 三種煩 の サ イ ト
カ イ ン 融合キ メ ラ抗体 はい ずれ も対照群と比較 して 腫瘍増殖抑制効果を 示 したが , そ の 増殖抑制効果は サ イ ト カイ ン を 結合 し
て い な い キ メ ラ抗体投与群と比較 して 有意な差は認め られ なか っ た . こ の 試験管内と生体内で の 抗腫瘍活性の 差異 は 全身投与
に ともな う末梢鮭織 で の サ イ ト カ イ ン 受容体 へ の 吸 着, 分子量増加に と もなう阻織移行性の 低下な どの 影響が示 唆 された . 投
与経路な どを 工夫す る こ と に よ り , サ イ ト カ イ ン 融合 一 抗腫瘍モ ノ ク･ロ ー ナ ル 抗体は腫瘍免疫療法 に お い て 抗腫瘍 エ フ ェ ク
タ ー 細胞 の 有力な ク ー ゲテ ィ ソ グ の 手段 とな る こ と が期待 され る .
Key w ords cytokin e, m On O Clo n alantibody･fu sio nprotein, m ultidr ug re sistanc e,im m u nother apy
近年分子生物学的手法や免疫学的手法 に よ り多く の 腫瘍特異
的抗原が同定 され てお りl ト7), エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 標的 と な り
うる こ と がわ か っ て きた . 腫瘍抗原特異的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体
が 得 られ れ ば, そ れ を 用 い て 抗体依存性細胞傷習性 (a ntibody-
depende ntc ellular cytoto xicity, A D C C)作用 を 介 した抗腫瘍 エ
フ ェ ク タ ー 細胸 の タ ー ゲテ ィ ン グが 可 能 で あ る8 ト12)
最近 , 腫瘍免疫の 誘導 お よ び活性化 に 重要な サ イ ト カ イ ン 分
子の 機能 が解 明 され て い る . イ ン タ ー ロ イ キ ン 2ー(interle ukin-
2, IL-2), イ ン タ ー ロ イ キ ンー 4(interle ukin -4,II,;4), 顆粒球
- マ
ク ロ フ ァ ー ジ ー コ ロ ニ ー 刺 激 因子 (gr a n ulocyte-m aC rOphage
C Olo nystim ulatingfactor, G M-C S F)な どの サ イ ト カ イ ン 分子ほ
ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 , マ ク ロ フ ァ ー ジ , 好 酸 球 な ど の
AD C C活性を有す る エ フ ェ ク タ ー 細胞 を 活性化 し抗腫瘍効果
を増強す る こ とが 報告 され て い る13 卜 21). さ ら に , 特異的抗腫瘍
抗体 と G M-C S F,I L-2 な どの サ イ ト カ イ ン を 同時投与す る こ と
に よ り抗体単独投与 の 場合 よ り抗腫瘍効果が増強 され る こ と な
どか ら , 抗腫瘍抗体と サ イ ト カ イ ン ほ腫瘍局所で 協調的に 働き
抗腫瘍効果を増強 して い る こ と が 示 唆され て い る22ト 24), 以 上 の
知見 よ り , 腫瘍特異的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗休と サ イ ト カ イ ン 分子
を結合 させ る こ と に よ り, 腰瘍局所で 抗腫瘍 エ フ ェ ク タ ー 細胞
を効果的に 活性化 し ∴陸瘍免疫効果を増強 で きる 可能性が考え
られ た .
そ こ で 仁 腫瘍特異的抗原を タ ー ゲ ッ ト と した 免疫療法の 治療
実験モ デ ル の 作成が 必 要で あ ると 考えた . 現在, 数多くの 腫瘍
特異的お よ び腫瘍関連抗原が同定 され て い る が . そ の 機能お よ
び 性状に つ い て 解明され てい る もの は以 外に 少なく t 特異的腫
瘍免疫療法 の モ デ ル と な り うる適切な タ ー ゲ ッ ト ほ極め て 少な
い .
多剤耐性遺伝子産物 P 糖蛋白ほ分子量 170- 180k Da の 膜蛋
白 で , 種 々 の 細胞傷害性物質を細胸外 へ 能動的に排泄す る ト ラ
ン ス ポ ー タ ー と して機能 して い る25)26) . 種 々 の 多剤耐性腫瘍ほ
か , 化学療法後に 新た に 多剤耐性 を獲得 した 腫瘍で も P一糖蛋
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白 の 発現が増強 して い る こ とが 知 られ て い る2丁卜 2g). また , 多 剤
耐性遺伝子 の 発現が c- Ha-Rasや 変異型 p53遺伝子産物 に よ り
増強す る こ とも報告 され て お り30＼ P 糖蛋白 は腫瘍の 悪性化 に
も関与す る腫瘍関連抗原 と考 え られ る . 多剤 耐性遺伝子産物
P 糖蛋白に 対す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が い く つ か作 製 さ
れ て い る . そ の う ち の
一
つ で ある M R K16 は P糖茸白の 細胞表
面 の エ ピ ト ー プ を認識す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体で , 生 体内 で も
P 糖蛋白発現細胞を認識 でき る唯 一 の 抗 体 で ある25). す で に
M R K16ほ 単独投与に よ り P 糖蛋白強発現 ヒ ト 卵巣癌細胞株
2780A Dの ヌ ー ドマ ウ ス で の 腫瘍増殖 を抑制する こ と が報告 され
て い る31). また , ヒ ト へ の 臨床応用を目的と して マ ウ ス ー ヒ ト
キ メ ラ抗体が 作製 され て い る . 以上 よ り , 多剤耐性遺伝子産物
P 糖蛋白は腫瘍関連抗原を標的と した 特異的腫瘍免疫療法 の
適切な実験モ デ ル に な りう る と考 え られた .
本 研 究 で は l ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン IgCl の 可 変 領 域 を
M R K 16の 可 変領域 で置換 し た マ ウ ス ー ヒ ト キ メ ラ 抗 体 と
I L-2,I し4, G M-C S Fな どの サ イ ト カ イ ン 分子を遺伝子 工学的手
法 を用 い て 結合 させ , 三種類 の サ イ ト カ イ ン 融合抗体 を作成 し
た . さ ら に , こ れ らの 作成 した三 種 の サ イ トカ イ ン 融合抗体 を
タ ー ゲテ ィ ソ グに 用い 仁 腫瘍局所 で エ フ ェ ク タ ー 細胞 を効率 よ
く活性化 で きる か どうか , 抗腫瘍免疫効果を増強 させ うるか ど
うか を 試験管内お よ び 生体内で 検討 した の で 報告す る .
材料および方法
Ⅰ . 使用細胞
1 . マ ウス 形質細胞由来 S P 2/0-Ag1 4(A T C C R L 8287) 細
胞 は融合抗体産生の た め に 用い , 10% 牛胎児血清(fetal bo vin e
S er u m, F BS)(I C N. F L O W, 大 日 本製薬 , 東京) 添加R P M I
1640培地(日水 , 東京) で 5% C O2, 37 ℃ にて培養 した .
2 . ヒ ト卵 巣癌細胞株 2780A D細胞は 多剤耐性痛細胞 で P 糖
蛋白を強発現 して い る . F A C S解析 の コ ン ト ロ ー ル 細胞 お よ び
ヌ ー ド マ ウ ス へ の 移 植 実験 に 使 用 した . 1 0% F B S添加
R P M I-1640培地 で 5% C O2, 37℃に て培養 した . (財) 癌研究
会癌化学療法セ ン タ ー 分子生物治療研究部濱田洋文博士 よ り供
与 され た .
3 . ヒ ト 多剤耐性遺伝子 (hu m a n multidrug-r eSista nt ge n e,
mdr-1) 導入 マ ウ ス B 16 Fl Oメ ラ ノ ー マ 細胞 株 B 16 FlOmdr ほ
A D C Cア ッ セ イ の 標的細胞に 使用 した , 10% F B S添加 ダ ル
ベ
ッ
コ 変法イ ー グ ル 培地(Dulbec c o m odified Eagle
'
s m ediu m,
D M E M) (日水) に て 5% C O2 , 37℃で 培養 した . (財) 癌研究会
癌化学療法セ ン タ ー 基礎研究部杉本芳 一 博士か ら供与 された .
4 . マ ウ ス T 細 胞秩 C T L L-2(A T C C TIB 21 4) 細胞は
Ⅰし2 お よ び IL-4 の 生物学的活性測定用 に使用 し た . 1 0%
F B S添加 R P M ト1640培地に組換 え体 イ ン タ ー ロ イ キ ン ー2
(re c o mbin a占t-inte rle ukin-2, rIL-2) (塩野義製乳 東京)を 50 U/
血 の 濃度に な る よう に 加え , 5 % CO2 , 37 ℃ で培養 した .
5 . マ ウ ス 血 管 内皮細胞株 Endo-1 は GM- C SF の 生物学的活
性測定用に 使用 した . 10% F B S添加 D M E M(日水)に て 5%
C O2, 37 ℃で 培養 した . (財) 痛研究会癌化学療法セ ン タ ー 分子
生物治療研究部溝田洋文博士 よ り供与さ れ た .
interle ukin-4; L A K, 1ym phokin e activ ated killer;
Ⅲ . プ ラス ミ ドの 構築
1 ･ サ イ ト カ イ ン 融合重鎖発現 プ ラ ス ミ ドの 構築
G M-C S F融合重鎖発現 プ ラ ス ミ ドの 構築手順 を( 図1)に 示
す ･ なお , 制 限酵素ほ全て Ne w Engla nd Biolabs 社 (Be v erly,
M A, U.S.A .) の もの を 使用 した .
1) ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド pU C1 3[(財) 癌研究会癌化学療法 セ
ン タ ー 分子生物治療研究部濱 田洋文博士 よ り供与 され た] は 制
限酵素 Ec oRI お よび SaIIで 切断後 , ベ ク タ ー 相互 の 再結合 を
防ぐた め に ウ シ 小腸 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (c alf intestin e
alkalin epho sphata s e, CIA P) (ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム , 東
京)を 剛 ､て緩衝液 中に て3 7 ℃30分処 理 し断端 を脱 リ ン 酸化
後 , 0.8% ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 泳動 し , 約3,20 0塩基対 (bas e
pair, bp) 相当の D N A断片 を グ ラ ス ビ ー ズ法に て 抽出 した .
2) ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン IgGl定常領域ゲ ノ ム D N A挿入 プ ラ
ス ミ ド pS V 2- H Glg pt[(財) 癌研究会癌化学療法セ ン タ ー 分子生
物治療研究部溝 田洋文博士 よ り供与 され た】 を 制限酵素 Ec oRI
お よび NsiIで 切断 し, 0.8% ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 泳動後 , 約
1 770bp 相 当の DN A断片を グ ラ ス ビ ー ズ法 に て 抽出 し, 免疫 グ
ロ ブ リ ン 定常領域 D N A断片(C H.-C H, 5
'
fr agm e nt) を得 た .
3) 上 述の pS V 2-HG-g Pt を 鋳型と して 2組 の オ リ ゴ ヌ ク レ
チ オ ドプ ライ マ ー 対 (oligo♯621, 5
'
-ACG C C T C C C G T G C T G
G AC T-3
'
; Oligo# 622, 5
'
-C G C C T A G G TG GC G G T G G A
AAT G G G C C T C T G T C C C T C T C-3
'
) を 用 い て P CR で
D N A断片を増幅 し , 制限酵素 NsiI お よ び Ba mHIに て 切断
し, 4% ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 泳動後, 77bp相当の D N A断片を
グ ラ ス ビ ー ズ法 に て 抽 出 し, C H｡3
1
D N A断片(C H3 3
'
fr agm e n-
t) を 得た .
4) プ ラ ス ミ ド pG E Mn e o[(財) 癌研究会癌化学療法セ ン タ ー
分子生物治療研究部演 田洋文博士 よ り供与 され た】 を 制限酵素
Ba mHI と SaII で切断 し , 3% ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳 動後 ,
D N A断片を グ ラ ス ビ ー ズ 法で抽出 し, 480bp 相 当の 長 さ の ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル (polyade nylatio n sign al) D N A断片
(poly A fr agm e nt) を 得た .
5) マ ウ ス G M-C S FcD N A挿 入 プ ラ ス ミ ド pU 8- m G M-C S F
[(財) 癌研究会癌化学療法セ ン タ ー 分子生物治療研究部溝 田洋
文博士 よ り供与 され た] を 鋳型と して オ リ ゴ ヌ ク レ チ オ ドプ ラ
イ マ ー 対 (0Iigo‡623. 5
'
-G C G G A T C C G G C G G T G G T G G A
A G T G G TG G A G G A G G T T C G G T A C C C A C C C G C




-C C G G A T C C T C A
T T T T T G G C T T G G T T T T T TG C A C A A A G G G
G-3
'
)に て P C R法 で D N A断片 を増幅 し , 制限酵素 Ba mHI で
切断後, 3% 7 ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動 し, 417bp 相 当の D N A断
片を グ ラ ス ビ ー ズ 法 で 抽出 し , リ ン カ ー ーm G M-C S F D N A断
片(1inke r- m GM-C S F fr agm e nt) を得た . 前述の ベ ク タ ー D N A
(pU C1 3) 断片に , こ れ ら 4 種類 の D N A断片 (C H,一C H35
'
fr a-
gm e nt, C H3
'
fr agm e nt, 1inker- m G M-C S F fr agm e nt, POly A
fragm e nt)を ラ イ グ ー シ ョ ン キ ッ ト(宝酒造 , 東京)を使用 して
2段階で挿入 した (プ ラ ス ミ ド pU H G.-m G M-C S F).
6) ヒ ト P 糖蛋白 に 対す る ヒ ト ー マ ウ ス キ メ ラ 抗体 M H 16
の 重鎖挿入 プ ラ ス ミ ド pB S V｡ 16r(財) 癌研究会癌化学療法 セ ン
M O P S, 3-【N- m Olpholin o m] propa n es ulfo nic acid; P B S,
pho sphate-buffer ed salin e; P G K, phosphoglycerate k inase; Poly A, Polyadenylation signal; R T-P C R,
r e v e r s etra n scriptio n-pOlym erase chain reactio n; T E, Tris E D T A
サ イ ト カ イ ン 融合抗体に よ る新 しい 腫瘍免疫療法の 開発 657
ク ー 分子生物治療研究部渡田洋文博士 よ り供与 され た] を制限
酵素 Ec oRIで 切断 し, 0.8% ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動後 , 約2400
塩基対の 長さ の 重鎖 D N A断片 を グ ラ ス ビ ー ズ 法 で 抽出 し ,
pU C H Gl-m G M-C S Fの Ec oRI部 位 へ 挿 入 し て マ ウ ス G M-
C S F融合重鎖発現プ ラ ス ミ ドを 構築 した (プ ラ ス ミ ド pU H Gr
m G MrC S F- VH16).
マ ウ ス Ⅰし2, お よ び Ⅰし4 融合抗体重鎖発現 プ ラ ス ミ ドを 作
成する為 に マ ウ ス IL-2cD N A挿入 プ ラ ス ミ ド pU 8- ml し2, マ ウ
ス IL-4cD N A挿入 プ ラ ス ミ ド pU8- mI し4ほ もに (財)癌研究会
癌化学療法 セ ン タ ー 分子 生物治療研究部濱 田洋文博士 よ り供与
され た] を鋳型 と して オ リ ゴ ヌ ク レ チ オ ド プ ラ イ マ ー 対 (01igo
♯631, 5
'
-G G G G T A C C C A C T T C A A G C T C C A C T-3
'
;
Oligo♯480, 5-G GG GAT C C T T A T T G A G G G C T T G T T
G A G A T G A T G C T T T G AC A G-3
'
), オ リ ゴ ヌ ク レチ オ ドプ
ラ イ マ ー 対 (01igo♯633, 5
'
-G G G G T A C C C GG A T G C G A C




-C C G G A T C C T A C G AG T
A AT C C A TT T G C A T G A T G C T C T T T A G G C-3
'
) に て
各 々 P C R法 で D N A断片 を 増幅 後 ▲ 制 限酵 素 KpnI と
Ba mHIで 切断 し , 3% ア ガ ロ ー ス ゲ ル で泳動後 , 各 々 422bp
CHI H CH 2 C H 3
E
psv 2HGlgpt N
- 1 トEc oR 王/SalI → ト







および 441bp の 長 さの D N A断片を グ ラ ス ビ ー ズ 法 で 単離 し
た ･ さ らに , プ ラ ス ミ ド pU H Gl-m G M-C S Fを 限酵素 Kpnl と
SalI で切断 し, m G M,CSFcD N A断片お よ び polyA 断片 を除
い た 約8.2 キP bp の D N A断片を単離 した . こ の 断片と , 上 述
の 422 bp ま た ほ 441 bp 断 片 , お よ び 前 述 の polyA 断 片
(BarnH トSalI fr agm e nt) の 3 つ の D N A断片を リ ガ ー ゼ で 連結
し , pUH Gl- mlL-2, pU H G.- mIL-4 を再構築 した . 同様 に して
pU H Gl- mIL-2-VH.6, PU H Gr mIL-4-V日16も構築 した .
2 . 軽鎖発現 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドの 構築
ヒ ト P 糖蛋白に 対する マ ウ ス ー ヒ ト キ メ ラ 抗 体軽鎖発現 プ
ラ ス ミ ド pS V 2 H血 血 18は(財) 癌研究会癌化学療法 セ ン タ ー 分子
生物治療研究部溝 田洋文博士 よ り供与 され た . 選択 マ ー カ ー と
して ネ オ マ イ シ ン 耐性遺伝子 (n e o mycin e-r eSista nt ge n e, n e O)
が 組込 まれて い る ( 図2-A).
Ⅲ . プラス ミ ドの大量調整
上記の ように して得 られた サ イ ト カ イ ン 融合重鎖発現 プ ラ ス
ミ ド お よ び 軽鎖発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質転 換 し た 大腸 菌
M ClO61 株 を L B培地[ト リ プ ト ン (Difc olabor atory, Detr oit,
U･S･A･)1 0g/l, 酵 母 エ キ ス (Difco labor atory)5g/1, NaC1 5g/1]
- → ト CIAp
2) cH I H CH 2CH 3 5
一丘agm e nt









Linker- m GM-CSFfragm en t
PCR - - - Bal mH トー 1ト→ ト
(pdm er s鵬 23朋 78)
Liga山) n
CH I HC H2 C H3 PolyA
E N B S









CH 3 GM -CS F Poly A
Fig･1･ Sche m atic r epre s e ntatio n ofthe strateg yforc o n str u ctio n ofthe cytokin e-fu s ed he a vy chain e xpr es sion pla s mids. Ex o n s
ar e sho w nby bo x e s, a nd tra n s criptio n aIr egulatory ele ments by filled o v als ordia m o nds･ Pr, En and PoIy A ar ethe m urin e
he a vy chain pr o m oter･ the e nha n c er a nd polyade nylatio n sign al of hu m a npho sphoglyc er ate kin a sege n e, reSpeCtiv ely. Unles s
Otherwis eindic ated, allge n e s a nd r egulatory s equ e n c e s ar e of m u rin e o rigin e x ceptforthe C Ha nd Hregio n s. C H a nd H
r erio n s･ C Ha nd Hr epre s e nt the hu m a nIgGI c o n sta nt r egio n and the hinge r egio n, re Spe Ctiv ely. T he n u mbers l)-6)
C Orr eSpO nd to tho s ede sc ribed in the te xt(Materials a nd Methods). Cle a v age sites of r estrictio n e n zym eS areind■ic ated; B,
Ba mHI; E, Ec oRI; H･ H in d Ⅲ; K, Kpn I; N Nsi I; S, Sal I･ CIA Pr epres e nts the tr e atm ent to re m o v e5
･
-ter min al
pho sphate r e sidu e sby digestio n with c alfintestin e alkalin ephosphata se･ Ve ctor s a nd DN A fr agm e nts ar e n ot dr a w nto s cale ,
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1トに て37 ℃に い1 2時間振汝培養 した . 培養終了後 8,000rpm ,
1 0分遠心 に よ り集菌 した . 菌体を 20ml の 溶液 Ⅰ [50m M グル
コ ー ス , 10m M E D T A,25m M Tris-H Cl緩衝液(pH 8.0)]に 緩や
か に 懸濁後 5分室温に 静置 し , 40ml の 溶液 Ⅱ [0.2 N NaO H,
1 % S DS] を 加 え 緩 や か に 攫押 Ll O分間水中 に 静置 し た 後 ,
30 血の 溶液 Ⅲ(3 M 酢酸 カ リ ウ ム , 5 M 氷酢酸)を加 え据拝 し ,
再度10分間水中に静置 した . 抑000rpm , 20分遠心 し , 上清 を濾
過 した の ち , 0.6倍量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え1 5分間室温 に
て 静置 した , 1 2,00rpm , 30分遠心 し , 沈殿を80% エ タ ノ ー ル に
て 洗 浄 , 乾 燥 後 8ml の TrisEDT A(T E) (10m M Tris- H Cl
pH 8.0, 1m M E D T ApH 8.0) に 溶 解 し , 8.8g の 塩化 セ シ ウ ム
(GIB C O B R L, G aither sburg, U .S.A .), 8mlの 臭化 エ チ ジ ウ ム 溶
液(1 0mg/ml)を加え, 3,000rpm , 10分遠心 後 , 上 清を ク イ ッ ク
シ ー ル チ ュ ー ブ (quicks e altube)(ペ ッ ク マ ン ジ ャ バ ソ , 東 京)
に 密封注入 した . ペ ッ ク マ ン V Ti65垂直 ロ ー タ ー (ペ ッ ク マ ン
ジ ャ バ ソ)に て20 ℃, 60,00rpm , 14時 間超遠心 し , プ ラ ス ミ ド
の バ ン ドを 注射器 で 回 収 し , ブ タ ノ ー ル 抽出後 , T Eに 対 して
一 晩透析 し 1m g/ml の 濃度 に調整 した .
Ⅳ . サ イ トカ イ ン 融合 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体産生ミ エ ロ ー マ の
作成
1 . 遺伝子導入
遺伝子導入 は エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン 法 に よ っ た . S P 2-0/
Ag14細 胞 を リ ン 酸 緩 衝生理 食塩 水 (pho sphateTbuffer ed
S alin e, P B S) で 2 回洗浄 し , エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン バ ッ
フ ァ ー [10m M M O P S(和光, 東京), 血 清無添加 RP M I-1640培


















SV40 n e o polyA
pS V2･HcJ(n e O- V.<16
地] に 浮遊 させ 1×1 07個/mlの 濃 度に 調整 し細胞浮遊液を作製
した . 制 限酵素 Sa汀 で 切断 し直線化 した 20捕 の サ イ ト カ イ ン
融合重鎖発現プ ラ ス ミ ドと , 制限酵素 Ba mHIで 切断 し直線化
した 1捕 の 軽鎖発現プ ラ ス ミ ドを 50恥1(5×1 08個)の 細胞浮遊
液 と ともに 0･4c m 幅キ ュ ベ ッ ト (Bio-Rad, 束京)に 注入 し, 5
分 間氷上 に 静 置 した の ち , Ge n ePuls er(B io- Rad) を 用 い て
250 V/96恥F の 設定条件に て 1 回パ ル ス を 加え る こ とに よ り ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た . パ ル ス を加 えた 直後キ ュ ベ ッ ト
を10分間氷上 に 静置 した後 , 細胞 液を 1 0ml の 10 % FB S添加
R P M I1 640培地 に 加え, 懸濁後 , 96穴 マ ル チ プ ル ウ ニ ル プ レ ー
ト (Falc o n, 0Ⅹn ard, U･S･A ･)上 へ 100FLlず つ 播種 し, 5 % C O2 ,
37 ℃に て 培養 した . ェ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン 後48時間非選択培
地 で培養 した の ち , 各 穴毎 に 1600〟g/ml の ジ ェ ネ テ ィ シ ソ
(Gibc o B R L, Ginther sbu rg, U.S.A.) を 含 む 血 清含 有培地 を
100J∠1加 え (最終濃度800帽/ml), さ らに10- 14 日間 , 5% C O2,
37 ℃に て 培養 した ,
2 . E LIS A法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グお よび 抗体産生細胞 の
樹立
20pg/ml の プ ロ テ イ ン A(Sigm a, St. Lo uis, Mo. U.S.A.)を
96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (Falc o n) の 各 ウ エ ル に 50/ム ず つ 分 注
し, 14時間 4 ℃で 静置後内容 を 回 収 し , P B Sで 2 回洗浄後 ,
200pl の ブ ロ ッ キ ン グ溶液 【l% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bovin e
S er u m albumin , B S A) (Bo ehringer Ma n nheim , Kuhl Lage n,
Ge r m a ny), 0.02%ア ジ化ナ トリ ウ ム (s odiu m a zide, NaN3) 含有
P B S】 を 各穴毎に 分注 し室温 に 3 0分間静置 した の ち 内容 を捨
Pr V DJ3 J4 E｡㌔








G GTAA AGG T G G C G GT G G A TCC GGC G GT G G T G G AAG T GT G GA G G AGG T TC GG TA C C C A CC CG C
l
∴_1 1 1Bam Ⅲ Kp山
1
C†1
pUHGl･ m G M･C SF･VH 川
mG M- CS F
Fig･ 2･ Constru ction of plasmids pS V 2-H C kn e oV k16a nd pU C H G l- m G M-C S F V H 1 6･ Ori, pB R 322r eplic atio n origin; Am p,
β-1a cta m a s ege n e; S V 4 0, S V 40pr om oter; M C S, rn ultiple clo ning site; hu P G K, hu m a npho sphoglyc er ate kin a se; G 4S,
Glycin eq Glycin e-Glycin e-Glycin e-Serin e･ Re strictio n en zym es; N, Not I; Ⅹ, Ⅹba I . For other sign s･, S e ethelege nd of Fig.1.
サ イ ト カ イ ン 融合抗体に よ る新 しい 腫瘍免疫療法の 開発
て , E LIS Aア ッ セ イ ブ レ ー トを作成 した . ミ エ ロ ー マ 細胞培養
プ レ ー ト の 各 ウ ニ ル か ら培養 上 清 を 10恥1 ず つ 採取 し ,
E LIS Aア ッ セ イ用 プ レ ー ト へ 分狂 した . プ レ ー ト を37℃に て
30分静置後内容を捨て , 200〃1の P B Sに て 3 回洗浄 し , 50〃1の
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (hor s e r adish per o xidas e, H R P)
標識抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ プ リ ン 抗 体 (Cap pel, Durha m, N C,
U･S･A ･)を分注 し, プ レ ー ト を37 ℃に て30分静置後内容を捨て ,
20恥1 の P B Sに て 3回 洗浄 し乾燥 させ た . 5恥1 の ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ一基質溶液 rO.1 M ク エ ン 酸 t O.2 M リソ 酸 2 ナ ト リ ウ
ム
, 0･04% オ ル ソ ー フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン (0-phenylendia min e,
O PD)(Sigm a, Ox n ard, Carifo rnia, U .S .A .),0.0032 %H202)]を加
え て発色 させ , M icr oplate Tite r(Bio- Rad)を 用い て 490nm の
波長の 吸光度を測定 し抗体産生細胞を選別 した . 選別 された 細
胞群 を限界希釈法を繰 り返 して 行い 細胞を ク ロ ー ン 化 し, 安定
した サ イ ト カ イ ン 融合抗体塵生 ク ロ ー ン を樹立 した .
Ⅴ . サ イ トカイ ン 融合抗体の精製
抗体塵生 ミ エ ロ ー マ は無血 清培地[5〃g/ml ヒ ト イ ン ス リ ン
(Sigm a), 5上場/ml ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン (Sigm a), 2×10T5M エ
タ ノ ー ル ア ミ ン , 2×10~5M メ ル カ プ ヤ エ タ ノ ー ル , 1m g/mI
B S A含有血清無添加 R P M I-1 640]で 7 - 10 日間培養 し, 培養上
清 を 6,000rpm , 1 0分遠心 し上 清 を 集め , 培養 上 清 11に つ き
313g の 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム (ナ カ ラ イ , 東京) (50% 飽和度)を加
え緩や か に 室温で30分間携絆 し , 懸濁液 を 8,000rp 町 30分速心
した の ち , 沈殿を 1 0mlの P B Sに 溶解 し , P B Sに 対 して 4 ℃
で 一 晩透析 した . 透析 チ ュ ー ブ よ り 1 5mlの 遠心 管(Falc o n)に
溶液を 移 し , 3,000r叩 ㍉ 10分間遠心 し, 上 帝を 5mlの ア フ ィ ゲ
ル プ ロ テ イ ン A カ ラ ム (Bio- Rad) に 吸着 , 平衡後 , 溶出 バ ッ
フ ァ ー 【0･1 M NaCl, 0.1 M グリ シ ン (Gibc o B R L) 含有P B S,
pH 3･0] で溶出した . 溶出液 を直 ち に 中和バ ッ フ ァ ー (1 M Tris
含 有 P B S, pH8.8) に て 中和 し, ウ シ 血 清 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン
(Sta nda rd l, Bio- Rad) を コ ン ト ロ ー ル と して Bio-Rad Protein
As say(Bio-Rad) を 用 い て 標準曲線を作製 し, 融合 抗体 の 蛋白
濃度を測定 した . ピ ー ク 分画を 含む 溶出液約 3mlを PB Sに 対
して 4 ℃で 一 晩透析後 , サ イ ト カ イ ン 融合抗体濃度 を 1m g/
ml に 調整 した .
Ⅵ . サ イ トカイ ン融合抗体の S D S, P A G R解析
サ イ ト カ イ ン 融 合 抗体 (M H 16- m G M-C S F, M H16-mI し2,
MH 16- mIし4)お よ び コ ン ト ロ ー ル 抗体 (H M 1 6) 各2pl(2FLg)に
3iLl の P B Sと 5pI_ の 2×S D S泳 動 バ ッ フ ァ ー (50m M
Tris-CIpH 6.8,100m M ジチ オ テ リ オ ー ル , 1 % S DS, 0.1%ブ ロ
モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 10% グリ セ ロ ー ル , 2%2-メ ル カ プ ト ニ
タ ノ ー ル)を 加え 5分間煮沸後急冷 し , 10 %S D S ポ リア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル (polyc ryla mide gel) 電気泳動を 行 っ た (走電流
60m A). 泳動後 ゲ ル を 染色液[0.1% ク マ ジ ー プ リ リ ア ン ト ブ
ル ー (GibcoB R L), 50% メ タ ノ ー ル , 1 0% 氷酢酸]に 浸 し緩や か
に 振 とう しな が ら 1時間染色 した 後 , 脱色液(30% メ タ ノ ー ル ,
10% 氷酢酸)に 浸 し 一 晩緩や か に 脱色 した.
Ⅶ . フ ロ ー サイ トメ トリ ー に よ るサ イ トカ イ ン融合抗体の抗
原結合能の解析
P 糖茸自強発現 ヒ ト卵巣癌細胞株 2780A Dを P B Sに て 2回洗
浄後 , 細胞 を 4 ℃に 冷却 した染色緩衝液(2 % F B S添加 P B S)に
浮遊 させ , 2×107 個/ml に 調整 した . 1.5ml ェ ッ ベ ン ドル フ
チ ュ ー ブ に 5恥1の 細胞浮遊液と 20/上1の サ イ ト カ イ ン 融合抗体
希釈液 (5恥g/ml), 抗 P 糖蛋白 マ ウ ス ー ヒ ト キ メ ラ 抗 体
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(M H 16) 希釈液(50〃g/ml) およ び コ ン ト ロ ー ル 抗体【坑Ⅰし2受
容体抗体(癌研究会癌化学療法 セ ン タ ー 分子生物治療研究部溝
田洋文博士 よ り供与 され た)] (50〟g/ml) を加え , 水中で60分静
置 した の ち , 3,000rp 町 2分遠心 し, 沈殿を 染色緩衝液に て 2
回 洗浄後細胞 を 5恥lの 染色緩衝液に 浮遊 させ , フ ル オ レ ス セ
イ ン ･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (flu or es c ein s othio cya n ate, FI T C) 標
識抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 抗体(Cap peI)を 2恥1加え水中で20
分静置後 1ml の 染色緩衝液 に て 2回 洗浄 し, 細胞を 1ml の 染
色緩衝液に 浮遊 さ せ , F A C Sc a n(Becto n Dickin s o n) の Lysis
Ⅱ プ ロ ト コ ー ル を用い て解析 した .
Ⅷ
. サ イ トカイ ン 融合抗体 の生理活性 の測定
1 . Ⅰし2 および IL-4 バ イ オ ア ッ セ イ
II;2 お よび IL-4融合抗体の 生物活性 は マ ウ ス C T L し2細胞
を使 っ た T細胞増殖ア ッ セ イ を用 い て 解析 した . C T L し2細胞
ほ48時間Ⅰし2 を枯渇 した状態 で 培養 したの ち , 1×10個 の 細胞
を 20恥1 の 培地に浮遊させ - 96穴丸底 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト
(Falc o n)に 播種 し, 種 々 の 濃度の サ イ ト カ イ ン 融合抗体 お声び
覿換 え体 Ⅰし2 を加 え培養 した . 37 ℃, 5% C O2で20時間培養
した の ち 各穴毎に 1pCiの ｢メ チ ル ｣ H｣ チ ミ ジ ン (Am er sha m,
Gr e e nwich, C T, U.S.A.)を加 え 4時間培養 した の ちセ ル ハ ー ベ
ス タ ー (S K A T R ON IN S T R U M E N T S,Sterling, VA, U.S.A.)を
用 い て 細胞 を グ ラ ス フ ァ イ バ ー ペ ー パ ー (S K AT R O N
IN S T R U M E N T S)に 吸着 させ , 放射活性を液体 シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ 【 (ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン)を 用い て 測定 した .
2 . GM -CS Fバ イ オ ア ッ セ イ
G MTC S F融合抗体 の 生物活性 は マ ウ ス 血 管 内皮細胞株
Endo-1 増殖ア ッ セ イ を 用い て 解析 した . 1×10順 の Endo-1細
胞を 20恥1の 無血 構 D M E M培地に 浮遊 させ96穴丸底 マ ル チ ウ
エ ル プ レ ー ト (Falc o n)に 播種 し, 種 々 の 濃度の サ イ ト カ イ ン 融
合抗体お よび 覿換 え体 G M-C S F(キ リ ン ビ " t/ , 東京) を加 え
て 培養 した . 37 ℃, 5% C O2 で2 0時間培養後 , 各穴毎 に 1〟Ci
の [メ チ ルー 3H]チ ミ ジ ン ( Am ersha m)を加え , 4時間培養 した
の ち 上述 と同 じ方法 で 放射活性を測定 した .
Ⅸ . 細胸傷害活性の測定 ヒ
C 57B L/6 マ ウ ス の脾細胞を10% F B S添加 R P M ト1640 培地
で 8×1 06個/血 4×106個/ml, 2×106個/ml,1×106 個/mlに 調
整 し , そ の 10恥1 ず つ を9 6 穴丸 底型 マ イ ク ロ プ レ ー ト
(Falc o n) の 各穴毎に 分注 し, 作動細胞(effe ct c e11)と した . 一
方 , 標的細胞(target c ell)と して B1 6F lOmdr(多剤耐性遺伝子
m dr-1 導入 マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細胞 株) を 用 い た . 2.5×1 07 個/
ml の 濃度 の 標的細胞浮遊液 200〟1 に , 50/疋i の Na251CrO4
(Am er sha m) (50pl)を 加え , 37 ℃, 5% C O2条件下で45分間イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した の ち , R P M ト1640培地で 3 回洗浄 し ,
1 0% F B S添加 R P M I-1640培地に 浮遊 させ 2×105個/mlの 濃
度に 調整 し ,
51
Cr 標識標的細胞浮遊液と した . 次い で 51Cr 標識
標的細胞浮遊液 10恥1 を先の 作動細胞液 10仙1 に 加え た(こ の
条件で 作動細胞 と標的細胞の 比 ほ そ れ ぞれ 40:1, 20: 1, 10:
1, 5:1 とな る . ). さ らに 各ウ エ ル に そ れ ぞれ サ イ ト カ イ ン 融合
抗体 お よび コ ン ト ロ ー ル 抗体(M H16) を 10〟g/mlと な る よ う
に加 え , 37 ℃, 5% C O2下 で 4時間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン したの
ち , 上 清を各 ウ ェ ル か ら 10/上1ず つ 採取 し , 上清中の 51Cr 放出
量を オ ー トウ エ ル ガ ン マ ー カ ケ ン タ ー (.
ペ ッ ク マ ン ジ ャ バ ソ)
を用 い て測定 した . 下記の 計算式に基づき特異的
51
Cr 放出量を
算出 して , これ を 細胞傷害活性 と した .
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最大放出量は標的細胞 に 0.1 N塩酸 100J上1 を加 え た と き の
引Cr 放出量 を示 し , 自然放出量は1 0% FBS 添加 R P M I-1 640培
地 10恥1を 加え て 4時間イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ した の ち の 標的細
胞 51cr 放 出量である .
X . サ イ トカイ ン融合抗体 の生体内で の抗腫瘍活性
1.5×1 0T個 の 2780A D細胞を ヌ ー ド マ ウ ス (B A L B/c; n u/n u)
(日 本チ ャ ー ル ズ リ バ ー , 厚木) の 側腹部皮下に 接種 し, そ の 2
日 , お よ び 5 日後に 1〟g の サ イ ト カ イ ン 融合抗体お よ び 抗 ヒ ト
P 糖蛋白 マ ウ ス ー ヒ ト キ メ ラ 抗体(M H1 6)を尾静脈よ り投与 し
た . P B S を投与 した マ ウ ス を コ ン ト ロ ー ル と した . 各 群5匹 に
つ い て 施行 し ‥ 睦瘍接種14 日後か ら腫瘍 サ イ ズ を経時的に 測定
した .
成 績
Ⅰ . サイ トカイ ン融合 キ メ ラ抗体発現 ベ クタ ー
溝 田 , 鶴尾 らに よ り ク ロ ー ニ ン グされ た多剤耐性遺伝子産物
ヒ ト P 糖蛋白 に 対す る マ ウス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 M R E 16の
軽鎖可 変領域お よ び重鎖 可変領域遺伝子 を , サ イ ト カ イ ン 融合
キ メ ラ抗休の 軽鎖 お よ び重鎖 を作成する の に 使用 した . 融合抗




















Fig･3･ S DS-P A G Ea n alysis of cytokin e-fu s ed arltibodie s. 2
P g Of e a ch m o n o clo n ala ntibody M H 16(1a n el), M H1 6-IL-2
(lan e2), M H 1 6-II./4(1a n e3), M H1 6-GM- C S F(1a n e4) w er e
S ubje cted to S D S-P A G Ea n alysis after2-m e rC aptO etha n ol
tr e atm e nt･ Arr o w sindic ate the ba nds of cytokin e-antibody
fu sio nprotein s.
♯3:F1 C S1 8- 1 1＼F L l- H＼F L l一 日eigh t
♯3;F11 C S 1 8- (a＼F L l一日＼FLl- Heigh t
Flu o r e sc e n c einte n sity
Fig･ 4･ Specific b in d ing pf cytokin e-fu s ed chim eric a ntibodies to the tu m o r c ells. 2780A D tu m or cells w er ein c ubated with the
indicated a m o u nts of par ental a ntibody (M H1 6) or cytokin e-fu s ed antibodie s(M H1 6-G M- CS F, M HlふⅠし2■ a nd M H 1 6TIL-4).
Bo u nd a ntibodie s w er edete cted by FI T Cc onjugated go at a nti- m O u S eIgs specific a ntobodie s. Anti-I し2r ec eptor a ntibody w as
u s ed as c o ntr ol a ntibody(the open pe ak).
サ イ ト カ イ ン 融合抗体に よ る新 しい 腫瘍免疫凍法の 開発
体重鎖発現 ベ ク タ ー ほ , M R K16の シ グナ ル シ ー ク エ ン ス を 含
む 重鎖可変領域 マ ウ ス ゲ ノ ム D N A断片に 続き, ヒ ト免疫 グ ロ
ブ リ ン IgG一定常領域ゲ ノ ム D NA 断片と , そ の 3
,
末端に (グ
























































Co n c e ntr atio n of GM ･CS F (LLdmi)
Fig. 5. T he cytokin e-fu s ed chim eric a ntibodie sdo n otlo se
the n ativ e biologic al activity of the cytokin es. (A)Ⅰし2
a ctivity of pu rified M H16-Ⅰし2 and M H1 6-IL-4 a s m e a s ur ed
by [3H] thymi din e in c orpor ation of m o u seT c ell lin e,
C T L し2. Re co mbin a nt hu m a nIL-2 w a s u s ed as c o ntrol.
SymboIsfor chim eric protein s a nd n ativ e cytokin e ar e as
follo w s: (□), M H 16-IL-2; (◇), M H1 6-I L 4; (○), rhI し2.
(B) G M-C S Fa s m e as u red by[3H]thymidin ein c orporatio n
Of m o u s e v as cular e ndothelial c ell lin e, Endo-1. Re c o mbi-
n a nt m o u s eG M-C S Fw a s u s ed as c o ntr oi. SymboIs for
Chim eric proteins a･nd n ative cytok ine ar e asfo1lo w s :(□),
M H1 6-G M-CS F;(◇), r mG M- CS F. Re sults w e re n or m ali-
Z ed to cytokin e c o nte nt ofthefu sio nprotein .
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酸残基か ら な る合成 リ ン カ ー を は さ ん で サ イ ト カ イ ン の 成熟
CD NA 断片が組み込まれ , そ の 後 ろ に ヒ ト フ ォ ス フ ォ グ リ セ
レ q ト キ ナ ー ゼ (pho sphoglyc erate kin a s e, P G K) 遺伝子の ポ リ
A が艇 み込まれ た構造と な っ て い る (図2-B). 本 ベ ク タ ー の 転
写 ユ ニ ッ ト ほ マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 重鎖遺伝子固有の プ ロ モ ー
タ ー ~ エ ソ ハ ン サ ー に よ りそ の 発現調節が起 こ る . 軽鎖発現ベ
ク タ ~ に は I M R K1 6の シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス を含む 軽鎖可変
部領域 ゲ ノ ム D N A断片に 続き , ヒ ト k 軽鎖定常領域 ゲ ノ ム
D N A断片お よ び S V 40 ポ リ A配列が組 み込 まれ て お り , マ ウ
ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 軽鎖遺伝子固有 の プ ロ モ ー タ ー な らび に ヒ ト
k 軽鎖遺伝子 エ ソ ハ ン サ ー の 組 み 合わ せ に よ りそ の 転写 ユ
ニ
ッ ト の 発現が 調節 され る . さ ら に 軽鎖発現 ベ ク タ ー に ほ
S V 40プ ロ モ ー タ ー に よ り転写活性を調節 される選択 マ ー カ ー
遺伝子 で ある n eo 遺伝子が 含まれ て い る (図2- A).
Ⅰ ･ サイ トカイ ン融合キ メ ラ抗体産生 ミエ ロ ー マ
エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 1捕 の 軽鎖発現 ベ ク タ ー
と 20鵬 の サ イ ト カ イ ン 融合重鎖発現 ベ ク タ ー を 5×106個 の マ
ウ ス ミ ュL lコ ー マ S P 2-0/Ag14細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した
の ち , G 418選択に よ り サ イ ト カ イ ン 融合抗体産生 ミ エ ロ ー マ
0 10 20 30
E / Tr atio
Fig･6･ T he cytokin e-fu s ed chim eric a ntibodie ski1P-glyc o-
Pr Otein-eXpr eSSing B 16F lOc ells(B1 6F lOrndr)a seffectiveIy
a s the pare ntal a ntibody･ Sple e n c els fr o m C57B L/6
m o u s e w er e u s ed a the effe ctor c ells o ur c e. B1 6F lOmdr
W er e Obtain ed by tr a n sducing the M D Rge n einto B16 FlO
C ells u sing a r etr o vir aIv ector. Target c ells w er elabe11ed
With
5Icr･ Ce11s uspe nsio n(100FLl) containg lO
4
labelled
target B 16F lOmdr c ells w a sin c ubated at 37℃ for30 min
With 50pg/ml of abo v eindicted m o n oclo n al a ntibodiesin
a 96- W ellmic roc ultu r eplate. T hen, 100FLlofc el su spe n s-
io n c o ntainlng effe ctor cells w er e ad ded e a ch w ell. T he
plate w a sin c ubated at37℃ for6 hrsin ahumi dified 5 %
C O 2atm ospher e･ A fter c e ntriftlgation, the r adio activltyin
lOOJl` of super n at nt w a s co u nted by a ga rn m a counter.
SymboIs forthe chim eric pr otein s a nd parental antibody
a･r e aS foilo w s; (ロ), M H 16; (◇), M H 16-G M-CS F; (○).
M H 16-Ⅰし2;(△), M H 16-Ⅰし4;(欄); No▼ad dito n. SymboIs
m e a ntriplic ate determination s; Err orbars r epr es e nt the
Sta ndard de viatio n(S D)ofthe m ean s.
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4 で あ っ た . 無血 清培地上 で ミ エ ロ ー マ を 7 - 10 日
培養 し , 80% の 細胞が 死ん だ 時点 で培養上清を採取 し融合抗体
を精製 した . 11の 培養上 清か ら約 1mg の 抗体が精製 され た .
Ⅲ . サイ トカイ ン融合キメ ラ抗体の物理学的性状
融合抗体を 2- メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル で 還 元 し抗体分子内 の
S-S 結合を切断 した 状態で S DS-PAG E解析を行 っ た 結果 , 約
25kDa 付近の 免疫グ ロ プ リ ン 軽鎖に 相当す る バ ン ド に 加え ,
20k Da 前後 の サ イ ト カ イ ン 分子が 結合 した免疫 グ ロ ブ リ ン 重鎖
に 相当する , 約 75k Da の バ ン ドが 認め られた (園3).
Ⅳ . サ イ トカイ融合キ メ ラ抗体の生体内での 生物学的性状
1 . 抗原結合能
サ イ トカ イ ン 融合キ メ ラ抗体の 抗原結合能ほ多剤耐性遺伝子
産物 P 糖蛋白強発現 ヒ ト卵巣癌細胞株 27 鋸A Dを 抗原 と して フ
ロ ー サ イ ト メ トリ ー を用 い て 解析 した . 三 種類の サ イ ト カ イ ン
融合キ メ ラ 抗体は い ずれ も 2780A D細胞に 対す る結合能 を保持
して い た (図4).
2 . サ イ トカ イ ン 生理活性
サ イ ト カ イ ン 融合抗体 M H-16- mIL-2, M H16- mI L-4 の サ イ ト
カ イ ン 生理 活性は マ ウ ス T 細胞株 C T L し2細胞に 対する増殖
刺激活性を指標に して 測定 した . 両抗体と もに 濃度依存性 に 増
殖刺激活性 を 示 した が , 組 換 え 体 ヒ ト IL-2 と比較す る と約
1 0,000分の 1 に比括性 が減弱 して い た (図5-A). M H1 6- m G M-
C S Fの 生理活性 ほ マ ウ ス 血 管内皮細胞株 Endo-1 に 対する 増殖
刺激活性 を指標に して測定 した . こ の 抗体でほ 濃度依存性 に 増
殖刺激活性が認められ , 阻換 え体 マ ウ ス G M-C S F と同等 の 比















10 15 20 2 5 30 35 40
Days arle rt11 m O rin o 蝕1atio m
Fig ･7･ Inhibitio n of tum or gro wth in 2780
^ D
-bea ring n ude
mic e･ M ic ebe aring S･ C･ tum Or S W er et ated in with l〟g
Of M H 16, M H 16-I L-2, M H 16-I L-4, M H16-G M-C S For P B S
On days 2 a nd 5afte rtu m orin o c ulatio n. Tu m o r- Siz e w a s
determin ed fr o mthe for m ula :V = 1/2ab2, Wher e ais the
lo ngest dia m eter a nd b is the shortest dia m ete r of the
tu m or a nd is e xper ss弓d a s 真 土S D(errorbars) in e a ch
gro up･ SymboIs fo rthe chim e ric pr otein s a nd par e ntal
a ntibody ar e a sfollo w s :(□), Co ntrol;(◇), M H1 6;(○),
M H1 6-IL-2;(△), M H1 6-II.-4;(も); M H1 6-G M-C S F.
3 . 細胞傷害活性
多剤耐性遺伝子導 入 マ ウ ス B16F lOmdr 細 胞株 (B 16F lO
mdr)を 標的細胞 , 同種 C57B L/6 マ ウ ス の 脾細胞を作動細胞 と
して サイ トカ イ ン 融合抗体 A D C C活性 の 増強効果を調 べ た .
3種類 の サ イ ト カ イ ン 融合キ メ ラ 抗体 は い ずれ も A D C C活性
を保持 して お り , 作動細胞/標的細胸比 お よ び 抗体濃度依存性
に 細胞傷害活性 の 増強効果 を 示 した . M H-16- mIL-2, M H1 6-
m G M-C S Fで は 対照 と した M H 16と比較 して傷害活性の 増強
効果 を認め た . しか し , M H 16- mIL-4 の 細 胞傷害活性 に ほ
M H 16 と比較 し て有意な差を認め な か っ た ( 図6).
Ⅴ . サイ トカイ ン融合キ メ ラ抗体の生体内での 抗腫瘍活性
1.5×10
7
個 の 2780A D細胞を ヌ ー ド マ ウ ス (B A L B/c; n u/n u)
の 側腹部皮下に接種 した の ち , サ イ トカ イ ン 融合抗体を経静脈
的に 投与 して , そ の 抗腫瘍活性を調べ た . 3種類 の サ イ ト カイ
ン 融合キ メ ラ 抗体は い ずれ も対照群と比較 して腫瘍増殖抑制効
果を 示 した , しか しな が らそ の 増殖抑制効果に は M H1 6投与群
と比較 して 有意 な差は認め られ な か っ た ( 圃7).
考 察
遺伝子組換 え技術 の 発達に よ り ト 腫瘍細胞 を特異的 に 認識す
る抗腫瘍 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と , 抗腫 瘍免疫作用を有す る エ
フ ェ ク タ ー 細胞 を賦活す る多彩な活性 を有す る サ イ ト カ イ ン 分
子 と を 結 合 さ せ た 融合蛋白 を 作成す る こ と が 可 能 と な っ
だ 2)33). サ イ トカ イ ン 融合モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 して ほ 直接
の 抗腫瘍効果を期待 して悪性黒色腫32)や 種 々 の 癌腫33)34) な ど の
固形腫魔 の 治療 に 応用 しよう とす る試みが行 われ て い るほ か ,
最近 マ ウ ス B 細胞 リ ン パ 腫 の 表面免疫 グ ロ ブ リ ン イ デ ィ オ タ
イ プ と II:2,I L-4, G M-C S F との 融合抗体が単独 お よび 同時投
与 に よ り腫瘍免疫を誘導 しう る有効な腫瘍 ワ ク チ ン とな り うる
こ とが 報告 され 癌 に 対す る新 しい 治 療法 と し て 注目さ れ て い
る3G)36). 最近 , S Cidマ ウ ス を用 い た 実験系で , Ⅰし2融合抗 ガ ン ク
リ オ シ ド抗体 と I L-2 刺激 に よ り活性化 され た リ ン フ ォ カ イ ン
賦活 キ ラ ー (1ym phokin e activ ated killer,L A K) 細胞を 同時に 投
与す る こ と で , 脾臓 内に 移植 した ヒ ト神経芽細胞腫 の 肝転移が
抑制 され る こ と が報告 され て お り37), サ イ ト カ イ ン 融合抗体 は
癌性胸膜炎 , 癌性腹膜炎 , 消化管腫瘍の 肝転移, 肺転移 卜 脳腫
瘍な どの 限局性腫瘍病巣 の 治療な ど へ の 応用 が期待 され る .
最近 , レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ ー は じ め と す る ウイ ル ス ベ ク
タ ー の 開発 に よ り , 高効率に 目的遺伝子を細胞 に 導入 , 発現す
る こ とが 可能 と な り38)39), 種々 の サ イ ト カ イ ン 遺 伝子 を ウイ ル
ス ベ ク タ ー を用 い て腫瘍細胞 に 導入 し , 放射 線照射 に よ り不 倍
化 した の ち , 生体 に 接種 して 有効な腫瘍免疫 を誘導 しようと す
る腫瘍 ワ ク チ ン に よ る免疫遺伝子治療に 関す る基礎研究が相次
い で 報告さ れ て い る40 ト 42). すで に 欧 米諸国で ほ 腎癌 , 悪性黒色
腫な どの 悪性腫瘍 を対象 と して 臨床治験が開始さ れ て い る43).
しか しな が ら生体 に投与 した 際の ウイ ル ス ベ ク タ ー の 安全性に
つ い て は今後長期 の 観察が 必 要で あ り , 明確 な保証は され て い
な い . 一 方 1 リ ン パ 球や 造血 幹細胞な どの 血 球系細胞 で ほ 遺伝
子導入 の 効率 が低く , 腫瘍 ワ ク チ ン の 作成が 困難 である場合も
ある . も し抗腫瘍抗体 の 作成が 可 能で あれ ば, サ イ ト カ イ ン 融
合抗体を作成 し腫瘍細胞 と混合す る こ と で簡便か つ 安全 に サ イ
ト カ イ ン 産 生腫瘍 ワ ク チ ン と 同様の 効果が期待 でき る .
抗腫瘍活性 を有す る サ イ ト カ イ ン は 数多く報告 され て い る .
IL-2 ほ試験管内お よ び生体内で の 全 身投与 な どに よ り腹痛慮
サ イ ト カイ ン 融合抗体に よ る新 L い 腫瘍免疫療法 の 開発
者 の 細胞傷害性 丁細胞13}, L A K‖一, ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細胞1
紬
な
どの 増殖刺激作用 や抗腫瘍活性の 増強効果を持つ こ とが 報告さ
れ て い るほ か , B 細胞45)や マ ク ロ フ ァ ー ジ仰 の 活性 化作用 な ど
多彩な活性を有する サ イ ト カ イ ン で あ る. 最近 , 低免疫原性腫
瘍に レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ ー な どを 用い て IL-2 遺 伝 子 を 導入




入細胞傷害性 丁 細胞 の 生体内投与 で の 抗 腫瘍活性 の 増強効
果53)54)な どが相次い で 報告され て お り , Ⅰし2 の 免疫応答局所 で
の 濃度の 増加が 上 底瘍免疫に お け る抗原認識や抗腫瘍活性 の 発
現 に 重要である こ とが 注 目 され て い る . G M-C S Fも腫瘍免疫
に お い て 重要な役割を担う サ イ ト カ イ ン の う ちの 一 つ で ある .
G M-C S F は単球お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジの A D C C活性 を高め ,
抗腫瘍作用を増強す る こ と が 知 られ て い る . また G M-C S F遺
伝子導入腫瘍 ワ ク チ ン ほ 強力な抗腫瘍効果 を発揮する こ と が報
告 さ れ て お り
41)
, G M-C S Fに よ る 樹状細胞 (de ndritic c elI,
D C)な どの 抗原提示細鞄の 活性化 が腫瘍免疫に 重要である こ と
が 示 唆 され て い る55 沌6). さ らに IL-4 も T 細胞 , B 細胞 , ナ チ ュ
ラ ル キ ラ ー 細胞 な どを 活性化 し抗腫瘍効果を増強する こ と が知
られ て い る . 一 方 で , サ イ トカ イ ン を全身投与 して そ の 抗腫瘍
効果を期待す る に は 大量の 投与量 が必 要 とな り , 重篤な 副作用
が しば しば問題 とな っ て い る訂
､
. 本来 サ イ ト カ イ ン は 免疫担当
細胞間局所 に お い て 極微量で そ の 活性 を発揮するもの で あり ,
サ イ ト カ イ ン 融合抗体は サ イ ト カ イ ン 単独投与に 比べ 極少量 で
効率 よく エ フ ェ ク タ ー 細 胞を活性化 で き る可 能性がある .
今回作成 した 融合抗体ほ上 述 した サ イ ト カ イ ン の も つ 種 々 の
固有 の 生理 活性や同調効果を期待 して IL-2, II;4, G M-C S Fの
三 種 の サ イ ト カ イ ン を選 択 した . こ れ らの サ イ ト カ イ ン 融合抗
体は い ずれ も抗体本来の 抗原結合性を保持 して い た . Ⅰし2 お よ
び IL-4融合抗体ほ とも に マ ウ ス T 細胞株 C T L ト2に 対する 増
殖刺激活性を有 して い た が , 組換 え体 IL-2 と比べ る と 大幅 に
比活性 の 減弱が認め られ た . こ の よ うな 比活性の 減弱は 】 抗 ヒ
ト大腸癌抗体 と IL-2, 抗ガ ン グ リ オ シ ド抗体 と G M-C S F581, B
リ ン パ 腫イ デ ィ オ タ イ プ と IL-438)と の 融合蛋白で 報告され て い
る . 本研究 に お い て は t 融合抗体産生 ミ エ ロ ー マ の 培養上 清を
用 い て IL-2 お よ びIL-4融合抗体の 生理 活性を測定 した 場合も
比活性 の 減弱が同程度に 認め られ て お り , 融合抗体精製過程で
比活性が減弱する影響 ほ少な い もの と 考え られ る . 比活性の 減
弱す る原 因と して い く つ か の 報告が ある . マ ウ ス Ⅰし4 に は 分
子内に 3覿の ジス ル フ ィ ド結合が 存在 して お り , そ の 高次構造
お よ び活性維持に 重要 である抑 抑 . Ⅰし4 と免疫 グ ロ ブ リ ン と の
結合に よ り IL-4 分子内の ジス ル フ ィ ド結合が 断裂 し て 比活性
の 減弱を引き起 こ して い る可 能性 がある . 抗ガ ン グ リ オ シ ド抗
体 と Ⅰし2 との 融合抗体で ほ , 免疫グ ロ ブ リ ン と IL-2 との 間に
ペ プチ ドリ ン カ ー を使用 せ ずに 直接サ イ ト カ イ ン と 抗体分子を
結合 させ て も , 組換 え体 IL-2 と全 く同等の 比活性 を維持 し て
い る こ と が 報告され て い る61}. した が っ て , 本来2 つ の 異 な る
分子の 相互 の 活性 を妨げ ない こ と を 目 的と し て設計 され た ペ プ
チ ドリ ン カ ー が , 逆 にそ の 立 体構造に 影響 を及 ぼ しサ イ トカ イ
ン 分子と して の 活性を 低下 させ て い る 可能性も考え られ る . ま
た , B リン パ 腫イ デ イ オ タ イ プ と G M-C S Fと の 融合抗体35)で は
逆に 比活性が増強 して お り , 今回作成 した G MTC S F融合抗体
でも比悟性は維持 され て い た . サ イ ト カ イ ン 融合抗体の 生理 活
性は t 抗体分子 と サ イ ト カ イ ン 分子 と の 結合 の 結果新 た に生 じ
る 高次構造に 依存す る要素が強く , 活性が 維持 され る か否か 予
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想する こ とは 困 難で あ る .
一 方で , 今回作成 した Ⅰし2 およ び Ⅰし4 融合抗体で ほ , 此活
性の 低下が認め られ たが , そ の こ と に よ り重篤な副作用 の 発現
する こ と なく大量の 抗体を投与できる 可能性も考え られ る .
A D C Cを指標に サ イ ト カ イ ン 融合抗体 の 試験管内 で の 細胞
傷害活性を測定 した結果か ら ほ , 3 種の 融 合抗体 は い ずれ も
A D C C活性を維持 し てい た . IL-2 お よ び G M-C S F融合ほ , サ
イ ト カ イ ン が結 合して い な い M H16と比較 して 細胞傷害活性
の 増強が認め られた . Ⅰし2融合抗体で は比活性が著明に 低下 し
て い た に もか か わ らず, A D C C清性の 増強作用が認め られ て お
り, 腫瘍細胞局所 では 極微量の サ イ ト カ イ ン で 十分に エ フ ェ ク
タ ー 細胸の 活性化を誘導 で き る可 能性 が示 唆 され た . Ⅰし4 融合
抗体 でほ 逆に A D C C活性は減弱 して い た . IL-4 は Fc レ セ プ
タ ー の 発現を 低下 させ る こ とが報告され てお り62､ , そ の こ と に
よ り フ ェ ク タ ー 細胞の A D C C活性 を減弱さ せ て い る 可 能性 が
ある .
生体内で の 胆 癌 マ ウ ス の 治療実験 モ デ ル で ほ 予想 に 反 L ,
M H16 と比較 Lて , サ イ ト カ イ ン を融合 させ た こ とで 期待され
た抗腫瘍活性の 増強効果は認め られ なか っ た . サ イ ト カ イ ン 融
合抗体で は 抗体分子と の 結合に よ り 本来 の サ イ ト カ イ ン 分子よ
りも分子量が大きくな り , 血 中 か ら の ク リ ア ラ ン ス が 低下 し
て
, 有効血 中濃度の 持続時間 が延長す る こ と が 報告 さ れ て い
る . しか し, 分子 量が増加す る こ とiこ よ り組織移行性が低下 し
て腫瘍局所 へ の 集積が阻害 され る 可能性も考え られ る . ま た ,
サ イ ト カイ ン 受容体は免疫担当細胞以外の 組織 で も広く発現 L
て い る こ と が多く , サ イ ト カイ ン 融合抗体を末梢静脈から全身
投与 した場合 , 末梢覿織に 存在す るサ イ ト カ イ ン 受容体に 結合
して 消費され て しま う可 能性もある . 今回作成 した サ イ ト カ イ
ン 融 合抗体 の 場合も, 試験管内で の 細胞傷害活性と生体内で期
待 され た抗腫瘍効果と の 不 一 致 の 原因 の 一 端は , 以上述 べ た よ
うな ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム (dr ug deliv ery syste m)に 存
在 して い る の か も しれ な い .
Kohler ら の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗休作
成技術の 確 立63) に よ り, 理 論的に はす べ て の 抗原に 対する均 一
で 大量の 抗体が得 られ る よ うiこ な り , 免 疫学の み な ら ず, 医
学 , 生物学 の 分野で 大きな進歩が み られ た . 一 方 , 利根川 らに
ほ じま る免疫 グ ロ ブ リ ン 遺伝 子の 証明6 硝1 に よ り , そ の 構 造遺
伝子や抗原 に 対する多様性獲得の メ カ ニ ズ ム が遺伝子 レ ベ ル で
明 らか に な っ た . そ の 結果, 抗体 を コ ー ドする遺伝子の 組み換
え に よ っ て , 新 し い 抗 体蛋白質 の 作 用 が 可 能 と な っ た .
Morriso nに よ り, 抗原と 結合す る抗体可変領域は マ ウ ス 由来,
定常 領域ほ ヒ ト 由来で ある マ ウ ス ーヒ ト キ メ ラ 抗体の 作製が 可
能と な り肝 , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体ほ 悪性腫瘍 の 診断や 治療 な ど
臨床応用が 可能と な っ た . 最近 で は ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン 遺伝子
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 開発 され , 容易 に ヒ ト 型 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 が 作製 で き る 可 能性 が 示 竣 さ れ て い る67-68)
フ ァ
ー ジデ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー シ ス テ ム の 開発89)に よ り踵
瘍浸潤 B リン パ 球T8)な ど , わ ずか な m R N Aソ ー ス か ら逆転写
反応 お よび 特異的 D N A増幅反応(rever setra n s criptio n-POlym -
e ra s e chain r a ctio n, R T-P C R) 法に よ り抗体 ラ イ ブ ラ リ ー を作
製 し, 効率よく容易に 腫瘍特異的抗体を作製できる可 能性も示
酸され て い る71) . 重鎖抗体遺伝子 と軽鎖抗体遺伝子 を 組 み 換え
D N A法を用 い て ペ プ チ ド リ ン カ ー で 直接接続 した 単鎖抗体
(single chain-a ntibody, S CA b)を T 細胞受容体∈鎖に結合させ
664 織
た 融合遺伝子を T 細胞 に 導入 し , 人工 的に 抗原特異的細胞傷
害性 丁 細胞 お よ び ヘ ル パ ー T 細胞 を作製す る試みも報告 さ れ
て い る
72}73)
. 遺伝子組み換え技術 の 進歩に よ り , モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体の 応用範囲ほ急速 に 拡大 し つ つ ある .
一 方 , 数多く の サ イ ト カ イ ン 分子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ ト 腫瘍
免疫に関わ る機能 が解明され つ つ ある . しか しな が ら, サ イ ト
カ イ ン を 全身投与 した 場合重篤な副作用を引き起 こす場合 が多
く , サ イ トカ イ ン の 生体内で の 作用 を的確 に 把握する こ と が 困
難であ っ た . 本研究 で 作製 され た サ イ ト カ イ ン 融合腫瘍特異的
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体ほ , 少量投与に よ り , 重篤な副作用の 発現
を伴う こ となく腫瘍局所 で 免疫担当細胞 を効率よく活性化 し,
本来の サ イ ト カ イ ン 分子と して の 腫瘍免疫 に お ける役割 を解析
す る有用な手段と な りう る. さら に , 作製 した 融合抗体 は定常
領域を ヒ ト免疫 グ ロ プ リ ン で 置換 した . い わ ゆ る ヒ ト化抗体で
あ る. サ イ トカ イ ン 分子を ヒ ト 由来 の もの に 換 え る こ と に よ
り , ヒ ト へ の 投与も容易に可能で あり , 今後悪性腫瘍 に 対する
特異的免疫療法 へ の 臨床応用 が 期待 され る .
結 論
1 . 腫瘍関連抗原 の 一 つ で ある ヒ ト多剤耐性遺伝子産物 P糖
蛋白に 対す る マ ウス ー ヒ トキ メ ラ 抗体 と 3種類の サ イ トカ イ ン
IL-2,IL-4, G M-C S F との 融合蛋白を作製 した .
2 . 融合は い ずれも抗体 と して の 抗 原結合能を維持 し て い
た .
3 . 作製 された す べ て の 融合蛋白 は サ イ ト カ イ ン 分子と して
の 活性を 保持 して い た , Ⅰし2,Ⅰし4 融合抗体は覿換え体I L-2 と
比較 して比活性が減弱 して い た が , G M- C F融合抗体ほ魁換 え
体 G M,C S F と同等の 比活性を維持 して い た .
4 . 試験管内で抗腫瘍活性を調べ た 結果 , 3種類 の サ イ トカ
イ ン 融合 キ メ ラ 抗体は い ずれも A D C C活性を保持 して お り ,
作動細胞/標的細胞比依存性に 細胞傷害活性 の 増強効果 を 示 し
た . M H-16- mI し2, M H 16- m GM-C S Fほ 対照と した M H1 6 と比
較 して傷害活性の 増強効果を認めた が , M H1 6- mIL-4 の 細 胞傷
害括性 は M H1 6と比較 して有意な差を認め なか っ た .
5 . 生体内で の 腫瘍移植実験で 3種類 の サ イ トカ イ ン 融 合キ
メ ラ抗体ほ い ずれ も対照群 と比較 して 有意な腫瘍増殖抑制効果
を 示 した . しか しな が らそ の 増殖抑制効果は サ イ ト カ イ ン を結
合 して い ない キ メ ラ抗体 M H16投与群と比較 し て有意 な差 ほ
認められ な か っ た .
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Key w o rds cytokine, m O n O Clo nalantibody, fusion pro tein, m ultidrugreSista nce,im m u n otherapy
A m ousem o n o clo nalantibody M R K 16, targeted agalnSthu m an multidn甘 reSistantgen eproductP-glycoprotein, has
bee n show n tohave anti-tu m O r efftctsin vitro a ndin vivo on the gro wthofthe hu m a n ovariancarcin oma c ell line2780Ju }
C ellshighly expresslng P-glyc oprot ein ･ In the studiesdescribed here, re C Ombin ant m o u se-hum a nchim eric a ntibodies agalnSt
P-glyc oprotein, COnSistingofva riable reg10nS Of M R K 16andthe co n s ta n treglO n OfhumanIgG l,ge netic ally fused with GM -
CS F,I L-2 a nd IL-4 we regenerated･ Thesefusion productsw er e e xpected todirect a nd l∝ alize the efftctsto the vicinlty Of
the tum or speCi丘c ally and stim ulateim m u n eeffector c ells s um cie ntly to achie veem cient tu m or cell lysIS･ A llthre efusio n
pro t eins we reprovedtom aintain antlgen
-binding ability and their ow ncytokine- aC tivities･ A ltho ugh the a ctlVlty Of both I L-
2 and n/ 4 fusion proteins w er eless tha n thatofre c o mbina n tI し2, GM - CSF fusionpr oduct m aintain edthe samelev el of
Spe Cific ac tl V lty aSre C O mbina nt G M- C S F･
r
me reduction ofthe speci丘c activitiesofthe tw ofusio nprodu cts ap pearedtobe
due topotentialaltera tionsin the c onfor m ation ofthese cytokine m olecules c aus ed by the fusion ofthese to theIg heavy
Chain･ A llthre e cytokine- fused antibodiesw erefbundto m aint ain tu m oricidalac tiv ltyin thepre s enc e of m ous eefect orc ells
and w ere show n t o enhanc e thetu mo rlytlC a C tivltyln adosedependent m ann er･ T he ability ofcytokine-fusedantibodies and
the parent chim eric antibody toki11tu m o rc ells w a s c o mpa red･ A lthough I し2and GM -CS F fu sion proteins w e re m ore
effic entin killing tu mor c ells than the parent chim eric a ntibody, the tum o ricidal activlty Obtained by addingI L-4- fused
antibodyto the targetcells didno t e xc eed that obtained by adding the pare nt chim eric a n tibody･ Inin vivo experim ents, all
thre efusion pro teins sup pressedthe growth of drug-r e Sistant tu mo rx enografts, bu tthe effects of fusion prot eins w e re n o t
S uPerior to that ofun modified chim eric antibody(M H 16)･ nlis discrepa ncy between the tu m oricidalactivity of fusion
pro teinsin vitroa nd theirabilityto sup press the growth of 2 7 80A Dc ellsin vivo mightbe explained by the hypothesis that
fusionproteinsw er e e a silyc aptur ed bythe cytokinere c eptors expres sed on peripheraltissue, Orthat fusion poteinsincreased
in size and resisted perm e atio nin the vicinity ofthe t u m or･ By determl nl ngthe ap propn ate routefor the administratio n of
fusio npro teins,these age nts m ay prove u s efu 1 fortragetlng anti
-tu m Orefftctor cellsinim mun otherap yfbrhu m an canc ers.
